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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ
	 
	 
	 

	AMPA-рецептори
	–
	рецептор α-аміно-3-гідросил-5-метил-4-ізоксазол-пропіонату

	ANOVA
	–
	ANalysis Of VAriance – аналіз дисперсії

	Bcl-2
	–
	лімфома з бета-клітин 2

	CAMKII
	–
	Са2+/кальмодулін-залежна протеїнкиназа 2 типу

	FRAP
	–
	FKBP-рапаміцин-асоційований білок

	GADPH
	–
	гліцеральдегід-3-фосфат дегідрогеназа

	GFAP
	–
	гліальний фібрилярний кислий білок

	GluR1
	–
	субодиниця рецептору до глюкокортикоїдів R1

	GLUT-2
	–
	транспортер глюкози другого типу

	HBSS
	–
	буферований сольовий розчин Хенкса

	IGF
	–
	інсулиноподібний фактор росту

	IL-1
	–
	інтерлейкін-1

	IRS-1
	–
	субстрат для інсулінових рецепторів

	LTP
	–
	довготривала потенціація

	MAP-2
	–
	білок, що асоційований з мікротрубочками 2

	NADPH
	–
	никотинамід-аденін дінуклеотид фосфат

	NCAM
	–
	молекула клітинної адгезії нейронів

	NeuN
	–
	нейрональні ядра (маркер нейронів)

	NMDA рецептор
	–
	рецептор N-метил D-аспартату 

	NO
	–
	оксид азоту

	NR2B
	–
	2В-субтип NMDA-рецептору

	TNF-α
	–
	фактор некрозу пухлин - альфа

	γ-IFN
	–
	інтерферон - гамма

	АКТГ
	–
	адренокортикотропний гормон

	АТФ
	–
	аденозинтрифосфорна кислота

	ГАМК
	–
	гама-аміномасляна кислота

	ГГНС
	–
	гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникова система

	ГКГС
	 
	головний комплекс гістосумісності

	ДНК
	–
	дезоксирибонуклеїнова кислота

	ЕДТА
	–
	этилендіаминтетрауксусна кислота

	КРГ
	–
	кортикотропін-релізинг-гормон

	мРНК
	–
	матрична рибонуклеїнова кислота

	РНК
	–
	рибонуклеїнова кислота

	ФМСФ
	–
	фенілметансульфонілфлюорид

	ЦНС
	–
	центральна нервова система


ВСТУП
Актуальність теми. Цукровий діабет є розповсюдженою причиною виникнення важких ускладнень та інвалідизації населення в розвинених країнах світу. Незважаючи на значні досягнення в вивченні патогенезу цього захворювання та розроблення системи засобів терапевтичної корекції, відбувається постійне зростання кількості хворих на цукровий діабет. Всесвітня організація охорони здоров’я змушена констатувати, що темпи розповсюдження цієї патології набувають ознак епідемії. Так, прогнозується зростання кількості хворих на діабет з 171 млн. в 2000 році до 366 млн. в 2030 році [312]. Оскільки цукровий діабет 1 типу вражає осіб працездатного віку та призводить до інвалідизації, прямі та опосередковані збитки суспільства є досить великими. В розвинених країнах світу на лікування та профілактику цукрового діабету витрачається до 10% коштів загальнодержавного бюджету [141]. 

Виходячи з вищесказаного, цукровий діабет є важливою проблемою сьогодення, і питання лікування та профілактики виникнення його наслідків та ускладнень набувають особливого значення.

Прогресування цукрового діабету супроводжується виникненням пошкоджень сітківки, нирок, периферичної та центральної нервової системи. З кожним роком зростає кількість свідчень розвитку клінічно значимих симптомів порушення функціонування мозку у хворих на цукровий діабет [249]. Ознаками так званої «діабетичної енцефалопатії» є зниження швидкості та гнучкості розумових процесів, погіршення запам’ятовування та навчання [173], порушення здатності орієнтуватися в просторі [39, 40]. Розв’язання тестових завдань показує зниження рівня уважності, швидкості моторних та розумових процесів [241, 253]. Інші дослідження вказують на помірне порушення запам’ятовування, навчання та переробки інформації [35, 38]. В експериментальних дослідженнях на щурах було встановлено порушення поведінкової активності, зниження реакцій пасивного уникання та погіршення здатності орієнтуватися в просторі [27]. Розвиток цукрового діабету також супроводжується гіперактивацією гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникової системи (ГГНС) [60], яка є наслідком порушення негативної зворотної регуляції вмісту глюкокортикоїдних гормонів. 

У пацієнтів з довготривалим діабетом значно зростає ризик виникнення депресії, деменції [40, 231, 236] та розвитку інсультів [249]. Таким чином, цукровий діабет є патологією, що викликає пошкодження мозку та підвищує ризик виникнення інших патологічних станів. Також важливим є те, що цукровий діабет 1 типу досить часто вражає молодих людей і погіршуючи процеси запам’ятовування та навчання ускладнює формування професійних навичок та вмінь.

Вважається, що однією з патогенетичних ланок цих порушень є пошкодження гіпокампа – структури, що приймає участь в процесах запам’ятовування та навчання, орієнтування в просторі та регуляції активності ГГНС [142, 161]. 

Дослідження багатьох наукових груп дозволили отримати цілу низку доказів, що свідчать про порушення структури та електричних властивостей нейронів гіпокампа під час довготривалого перебігу цукрового діабету [19, 38, 292]. Після четвертого тижня розвитку захворювання реєструється значне зниження експресії NR2B субодиниці NMDA-рецептора та її CAMKII-залежного фосфорилювання [76, 101], порушується гомеостаз Са2+ [41] та формування довготривалої потенціації (LTP) нейронами зони CА1 [57]. Нейрони зазнають ультрастуктурних змін, частина клітин гіпокампа гине шляхом апоптозу [171] Серед ендогенних чинників, що провокують пошкодження нейронів гіпокампа, певну роль можуть відігравати глюкокортикоїдні гормони, оскільки відомо, що розвиток цукрового діабету супроводжується хронічним підвищенням вмісту цих гормонів в сироватці крові [58, 249]. 

Отже зміни стану гіпокампа на пізніх етапах розвитку захворювання вивчені досить ретельно, проте залишається недостатньо з’ясованим питання щодо змін стану нейронів та астроцитів гіпокампа в перші тижні розвитку цукрового діабету 1 типу. В останні роки з’являються наукові праці, в яких наводяться факти, що свідчать про виникнення ознак нейродегенерації та активації астрогліальних клітин в гіпокампі експериментальних тварин в перші тижні розвитку цукрового діабету [188, 249]. Окрім недостатнього вивчення змін центральної нервової системи протягом перших тижнів розвитку діабету, відсутні дані, які б свідчили про механізми пошкодження гіпокампа в цей період розвитку діабету. 

У зв’язку з вищесказаним, вивчення змін стану нейронів та астроцитів в гіпокампі щурів на ранніх етапах розвитку експериментального цукрового діабету є актуальним. Також важливим є з’ясування можливостей корекції змін у гіпокампі за допомогою метирапону, речовини, що пригнічує синтез глюкокортикоїдних гормонів та знижує їх концентрацію в сироватці крові. Практичне значення цієї роботи полягає у вивченні початкових етапів патогенеза цукрового діабету та  визначенні вкладу глюкокортикоїдних гормонів в пошкодження гіпокампа. Ці дані можуть бути використані для розробки нових підходів  до профілактики розвитку нейродегенеративних процесів в гіпокампі.  
 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Дослідження, результати яких відображені в даній роботі, пов’язані з науковими темами відділу цитології Інституту фізіології ім. О.О.Богомольця НАН України:

- «Фармакологічна та немедикаментозна протекція гіпокампа при моделюванні нейродегенеративних захворювань (ішемія мозку та цукровий діабет), яка є частиною загальної науково-дослідницької теми Інституту фізіології ім. О.О. Богомольця «Механізми внутрішньоклітинної та міжклітинної сигналізації: вивчення шляхів їх модуляції та пошук нових фармакологічних впливів» (№ держреєстрації 0107U010843);

- дослідження підтримані грантом Президента України для молодих вчених «Вивчення можливості застосування блокаторів глюкокортикоїдів для гальмування нейродегенерації та астрогліозу у гіпокампі при діабеті», керівник досліджень - к.мед.н. Орловський М.О. 
Мета і завдання дослідження.              Метою роботи було вивчити зміни стану нейронів і астроцитів в гіпокампі щурів та дослідити можливість їх корекції за допомогою метирапону на ранніх етапах розвитку експериментального цукрового діабету. 
Для досягнення цієї мети були поставлені такі завдання:

1.          Вивчити зміни морфології нейронів гіпокампа протягом перших двох тижнів розвитку цукрового діабету;

2.          Вивчити зміни морфофункціонального стану астрогліальних клітин гіпокампа в перші два тижні розвитку цукрового діабету;

3.          Дослідити зміни стану клітин гіпокампа шляхом вивчення вмісту GFAP, NCAM, S100B та експресії мРНК Bcl-2, FRAP, субодиниць протеасом PSMB5 та PSMB9;

4.          Оцінити вплив блокатору синтезу глюкокортикоїдних гормонів метирапона на стан нейронів гіпокампа в різні строки після індукції цукрового діабету.
Об’єкт дослідження: цукровий діабет 1 типу.
Предмет дослідження: зміни стану нейронів та астроцитів в гіпокампі щурів в ранній період розвитку експериментального цукрового діабету; зміни кількісних характеристик та морфології нейронів гіпокампа діабетичних щурів на фоні введення блокатора глюкокортикоїдних гормонів метирапона.
Методи дослідження: 
Для досягнення поставленої мети був використаний метод моделювання експериментального цукрового діабету шляхом введення стрептозотоцину. Для вивчення стану нейронів та астроцитів було здійснено імуногістохімічне визначення маркерних білків (NeuN, GFAP, S100B) та білків Bcl-2, MAP-2, caspase-3, застосовано флуоресцентний маркер Hoechst-33342. Одночасне визначення трьох (NeuN, GFAP та Hoechst-33342) маркерів дозволило дослідити морфологічні особливості клітинних елементів та зміни просторових співвідношень між нейронами та астроцитами. За допомогою імуноферментного методу було вивчено вміст білків GFAP, S100B та NCAM в тканині гіпокампа. Ці дані були використані для дослідження змін функціонального стану астроцитів та для співставлення з результатами, отриманими імуногістохімічним методом. З метою з’ясування внутрішньоклітинних механізмів, що приймають участь в загибелі нервових клітин гіпокампа методом полімеразної ланцюгової реакції реального часу було визначено активність експресії білків Bcl-2, FRAP, PSMB5 та PSMB9. Для оцінки статистичної достовірності відмінностей використовували t-критерій Ст’юдента, а також метод ANOVA.  
 

 
Наукова новизна одержаних результатів.
Вперше проведено комплексні імуногістохімічні та імуноферментні дослідження стану гліальних та нервових клітин гіпокампа протягом перших двох тижнів після індукції цукрового діабету у щурів.

Вперше проведено потрійне імуногістохімічне забарвлення зрізів мозку та вивчення стану нейронів та астроцитів в ранні строки розвитку експериментального цукрового діабету.

Вперше проведено визначення рівня експресії антиапоптотичного білку Bcl-2, FRAP, субодиниць протеасом PSMB5 та PSMB9 методом полімеразної ланцюгової реакції реального часу в гіпокампі щурів з експериментальним цукровим діабетом.

Вперше продемонстровано, що пригнічення синтезу глюкокортикоїдних гормонів за допомогою метирапона в перші дві доби розвитку експериментального цукрового діабету знижує вираженість нейродегенеративного процесу в гіпокампі. 
Практичне значення одержаних результатів.
Результати проведених досліджень мають істотне значення для поглиблення уявлень про зміни структури та функції нейронів та астроцитів в гіпокампі в ранній період розвитку цукрового діабету 1 типу. В експериментах з введенням метирапона отримані дані, які вказують на участь глюкокортикоїдних гормонів в провокуванні нейродегенеративних змін, що може мати важливе значення для розробки нових методів фармакологічної корекції порушень мозку у хворих на цукровий діабет. Оскільки метирапон є фармпрепаратом, що використовується в клінічній практиці, після додаткових досліджень він може бути використаний в комплексній терапії цукрового діабету.
 
Особистий внесок здобувача.
Здобувачем самостійно проведений аналіз літературних даних, розроблена методологія виконання завдань дослідження, проведені експерименти на тваринах, виконана гістологічна обробка матеріалу, здійснений підбір клітинних маркерів та вивчено стан гіпокампа за допомогою методу імунофлуоресценції, проведено морфометричний та морфологічний аналіз отриманого матеріалу. Також виконано математичний та статистичний аналіз результатів, написані розділи дисертації. Імуноферментне вивчення рівня вмісту білків GFAP, S100B, та NCAM в тканині гіпокампа було здійснено за участю проф. Ушакової Г.Г. Дослідження рівня експресії білків Bcl-2, FRAP, PSMB5 та PSMB9 проводилося у відділі загальної та молекулярної патофізіології у співпраці з д.м.н. Досенко В. Є. Розробка алгоритмів та програмна реалізація системи автоматичного аналізу зображень була здійснена у співпраці з науковим співробітником відділу цитології Орловським М. О. На різних етапах роботи також допомагали співробітники відділу цитології д.б.н. Ніконенко О.Г., к.б.н. Коваленко Т.Н., Осадченко І.О., к.б.н. Лушнікова І.В., к.б.н. Півнева Т.А., к.м.н. Цупіков О.М. та ін.
 
Апробація результатів дисертації.
Основні положення дисертації слухали та обговорювали на XI міжнародному конгресі студентів і молодих вчених, присвяченому 50-річчю заснування ТДМУ (Тернопіль, 2007 р.); симпозиумі з конфокальної мікроскопії у галузі нейронаук (Belgrade, Serbia September, 2007); симпозиумі «Молекулярні механізми регуляції синаптичної передачі (Київ, Україна, 2007 р.); конференції для молодих учених Інституту фізіології ім. О.О. Богомольця та Ненські Інституту експериментальної фізіології «Ukrainian-Poland Conference for young scientists» (Київ, 2007); IV міжнародному міждисциплінарному конгресі «Нейронаука для медицины и психологии» (Судак, 2008); IV конференції украінського товариства нейронаук з міжнародною участю (Донецьк, 2008); форумі у галузі нейронаук FENS (Geneva, Switzerland, 2008), VI міжнародному симпозиумі з експериментальної та клінічної нейробіології (Cosice, Slovakia, 2008).
 
Публікації
Результати дисертації викладені в 13 публікаціях: статті — 5, тези конференцій, симпозиумів, з’їздів — 8.
 

 

 

 висновки

У дисертаційній роботі представлено результати дослідження морфофункціональних змін стану нейронів та астроцитів в перші два тижні розвитку експериментального цукрового діабету та показано нейропротекторну дію багаторазових введень метирапону - блокатора синтезу глюкокортикоїдних гормонів. 

1.    Ознаки пошкодження нейронів та зміни стану астроцитів реєструються вже на третю добу розвитку експериментального цукрового діабету. Динаміка змін морфофункціонального стану нейронів та астроцитів відрізняється у залежності від зони гіпокампа. Найбільш ранні та виражені ознаки дегенерації нервових клітин спостерігаються в СА2 зоні, що проявляється зменшенням кількості NeuN-позитивних нейронів та найбільшою кількістю нейронів з ознаками конденсації хроматину.

2.    Визначені за допомогою антитіл до МАР-2 зміни стану дендритів свідчать про раннє виникнення патологічних змін дендритного дерева, що може розглядатися як ознака дегенерації нервових клітин гіпокампа під час розвитку експериментального цукрового діабету.

3.    Зміни співвідношення між розчинною та мембранною формою NCAM можуть свідчити про розвиток реактивного синаптогенезу, що формується в ушкодженій нервовій тканині, та створення нових синаптичних контактів під час ремоделювання гіпокампа.

4.    За допомогою вивчення морфології GFAP-позитивних клітин в гіпокампі та визначення вмісту GFAP встановлено, що починаючи з сьомої доби розвитку діабету відбувається формування реактивного астрогліозу.

5.    Визначення рівня експресії мРНК PSMB5, PSMB9 та Bcl-2 в гіпокампі дозволило встановити, що під час розвитку діабету значно збільшується експресія субодиниці протеасом PSMB9 та відбувається незначна активація експресії антиапоптотичного білка Bcl-2. Це може свідчити про недостатність протиапоптотичних механізмів на тлі дії ендогенних факторів пошкодження під час розвитку цукрового діабету. Збільшення експресії FRAP може вказувати на зростання дії ростових факторів та свідчити про включення ендогенних нейропротекторних механізмів.

6.    Багаторазове введення блокатора глюкокортикоїдних гормонів метирапона призводить до протективного ефекту по відношенню до нейронів гіпокампа та зменшує вираженість реактивного астрогліозу в перші два тижні розвитку стрептозотоцинового цукрового діабету у щурів.
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